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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 
@ Chromatographteeinsatz 

Em chromatographisches Verfahren und ein Apparat zum 
Reinigen von Protein im atlgememen und insbesondere von 
monaklonalen Antikorpern aus Aszitesfluids erzielt gegon- 
uber anderen Verfahren bessere Ergebnisse Das Verfahren 
betnhaltet, daS eine Losung, die die zu reinigenden Proteme 
enthalt, mit emer porosen im wesentlichen ntcht quellbaren 
Ba'^'^ A-wesennetT e res P'^^ers r. Karrak: gebrac^'it 
wird dte hydratisterte knstalline Hydroxvlapatittedchen ohv^ 
sikaiisch immobilisiert enthalt und dafi die geretnigten 
Prcte.^t-aKtioner :iarn ei-^ierr .verden so ::iaG. lie '^■•eS^ate 
una der Druck sich wahrend des Verfahrens nicht sigmfikant 
ander'" E^"" bevorzugter Apparar enthalt E^^iaS- vjnd AuslaS 
dichtungen, spiralgewickeltes Oder unn emen Kern gewtckel- 
tes chromatographisches Trennmittel, das hydratisterte, 
knstalltne Hydroxylapatitteilchen enthalt. die m emer poro- 
sen. im wesentlichen nicht quellbaren Bahn physikalisch 
irnn^iobrllsiert smd, und erne porose, zentrale Stutze, urci die 
die Bahn gewickelt ist Em anderer Apparat enthalt em 

CO emzelnes oder geschtchtetes chromatographisches Trenn- 
nnittel. das hydratisierte knstalline, in emer porosen, im 

CM wesentlichen nicht quellbaren Bahn physikalisch immobili 
sierte Hydroxylapatitteilchen enthalt 
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Beschreibung 

Diese Erfindung betnfft allgemein Verfahren zur 
Trennung von biologischen Materialien. Speziell betnfft 
diese Erfindung em chromatographisches Verfahren 5 
und eine Vornchtung zum Reinigen groBer Mengen An- 
tikbrper auf schnelie und wirksame Art. 

In der Techntk zum Reinigen komplexer Proteme, wie 
z. B. polyklonaler und monoklonaler Antikorper. ist es 
das Ziel gewesen, leicht und schneli gereinigte Antikor- 10 
perlosungen zu erhalten. In emer sehr allgememen Be- 
schreibung kann man em Verfahren zum Reinigen die- 
ser Substanzen von Aszitesfluid als em dreistufiges 
chromatographisches Verfahren charakiensieren. Die 
erste Stufe kann das Aufbrmgen des Aszitesfluids auf :5 
eine Adsorptionschromaiographiesaule sem. in die Hy- 
droxylapatit (HA)-Teiichen gefullt smd. Dieses Material, 
das ahnhch und identisch sein kann mit dem Komplex- 
salz aus dem Knochen besteht, hat eine spezielle Fahig- 
keit, Proieme zu adsorbieren, wahrend es andere biolo- 20 
gische und nicht biologische Molekule hindurch passie- 
ren laBt. Diese Stufe trennt komplexe und einfache Pro- 
teine von Lipiden. Fetten, Salzen, Nukleotiden und Poly- 
sacchanden. 

Die zweite Stufe kann darin bestehen. die Antikorper- 25 
molekiiie, wie z. B. die IgG. durch ein lonenaustausch- 
verfahren weiter zu reinigen. lonenaustauschchromato- 
graphie macht sich die Ladungen auf den Protemen zu- 
nutze, um sie an die Kiigelchen eines geladenen Trager- 
mediums, wie z. B. an Sephadextetlchen gebundenes 30 
DEAE Oder QAE, zu binden. In der Anionenaustausch- 
chromatographie werden Proteine bei einem basischen 
pH. wie z. B. 8,6, aufgebracht, bei dem sie entweder ne- 
gativ geladen smd (.Albumin. Alpha-1-. AIpha-2- und Be- 
tagiobuline, wie Transferrin, sind Anionen) oder keine 35 
Gesamtladung haben (Gammaglobuline, auch als Im- 
munoglobuline bezeichnet). Die neutraien Proteine pas- 
sieren sofort durch eine Anionenaustauschsaulenmatrix. 
Indem man Puffer mit einer hoheren Salzkonzentratton 
durchlaufen laBt. verdrangen die Anionen des Salzes das 40 
Tragermedium und ermoglichen den Proteinen, aus der 
Saule zu eluteren. Durch Verwendung eines siandig an- 
steigenden Gradienten der Satzkonzentration m dem 
eluierenden Puffer kbnnen die komplexen Proteine so- 
gar weiter entsprechend der Ladung geremigt werden. 45 
Eine weitere Reinigung 1st jedoch haufig notwendig. 

Wenn das interessierende Protein erne spezifische 
Bmdungsneigung, wie z. B. em Immunoglobulin fur ein 
Antigen, hat, kann eine dritte Siufe die Affinitatschro- 
matographie sein. Diese ist ein sehr wirksames Werk- 50 
zeug von alien Immunoglobulinen in einer Probe nur die 
emen spezifischen zu selektieren. die sich an das Anti- 
gen binden, das an das Tragermedium kovalent gebun- 
den ist. Nach Auswaschen ailer Proteine, die nicht haf- 
ten bleiben, wird das Material mit hoher Affinitat mit 55 
einer sehr hohen Salzkonzentration oder einem chemi- 
schen Denaturierungsmittel, wie etwa Harnstoff, eluiert. 

Immunoglobuline konnen auch adsorbiert werden, in- 
dem an Sepharose gekuppeltes Staphy!okokken-Prote- 
in A verwendet wird. Zum Beispiel offenbart die US-PS eo 
47 04 366 (erteilt an Juarez-Salinas und Ott. ubertragen 
auf Bio-Rad Laboratories, Inc. Richmond, California) 
erne ungewohnlich starke Bindung von IgG an Protein 
A, die durch Inkontaktbringen dieser Komponenten in 
Anwesenheit eines eine hohe Salzkonzentration enthal- 55 
tenden Mediums erreicht wurde. Die Patentmhaber ge- 
ben an. daB eine besonders geeignete Anwendung die 
Reinigung von monoklonalen Antikorpern von Aszites- 
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fluid durch Affmitatschromatographie ist. Auf diese 
Weise konnen spezifische Abschnitte der Unierklassen 
von Immunoglobulinen hergestellt werden, wie z. B. 
IgGt. IgG2A und IgG2B Dieses Verfahren ist auch als 
"hydrophobic interaction chromatography" bekannt. 

Wie oben angegeben, zieite der Stand der Technik auf 
Verbesserungen bezuglich Geschwindigkeit und Leich- 
tigkeit der Remtgung und/oder Konzentrierung von 
monoklonalen Antikorpern. Automatisierte Verfahren 
wurden entwickelt unter Verwendung der neuesten 
Software und Hardware Technologie. In der ersten Stu- 
fe. der Trennung der Proteine von anderem biologi- 
schem und nichi biologischem Material, wurden Fort- 
schntte bei der Verringerung des Drucks, der benotigt 
wird. um groBere Mengen von Probenlbsungen durch 
die mit HA gefullien Sauien zu treiben. Bukovsky und 
Kennett (Hybridoma, Vol. 6, No. 2, 1987) beschreiben 
etn Verfahren zur einfachen und schnellen Reinigung 
von monoklonalen Antikorpern aus den iiberstehenden 
Flussigkeiten von Zellkulturen und Aszitesfluids durch 
HA Adsorptionschromatographie im analytischen und 
praparativen Maflstab. Sie offenbaren eher die Verwen- 
dung von hoch flieBfahigem Bio-Gei® HT(Bio-Rad) a!s 
von dem feinen pulverformigen HA von DNA-Qualitat. 
Von dem HA von DN A-Qualitat wird behaupiet. daB es 
zu geringe FlieBraten ergibt, um zur Verarbeitung von 
groQen Probenvolumen geeignet zu sein. Eine Kombi- 
nation der stufenweisen und linearen Gradienten- 
Phosphatelutionen ergibt erne wesentlich erhohte Rein- 
heit der monoklonalen Antikorper. 

Vom Verfahren von Bukovsky und ICennett wird ge- 
sagt, daB es zwei Vorteile gegeniiber anderen HA Ad- 
sorptionschromatographiesystemen hat. Erstens wird 
von dem Verfahren gesagt, daB es erne Trennung mit 
einem niedrigen Druck (back pressure) erreicht, wobei 
es nur eine penstaltische Pumpe auf einer Saule im pra- 
parativen Maflstab erfordert mit einer FlieBrate von 2 
bis 3 Milliliter pro Minute. Drucke von 2,76 bis 4,14 bar 
(40 bis 60 psi) bei einer Rate von 0,5 bis 0,8 Milliliter pro 
Minute bei Kolonnen im analytischem MaBstab werden 
auch offenbart. Zweitens verwendet das Verfahren rela- 
tiv hohe FlieBraten, so daB 500 Milliliter des Zellkultur- 
fluids in acht Stunden gereinlgt werden kbnnen. Bu- 
kovsky und Kennett offenbaren eine 30-fache monoklo- 
nale Antikorperkonzentration unter Verwendung emer 
Phosphatgradientenelution gefolgt von emer stufenwei- 
sen Phosphatkonzentration-Elution. 

Obwohl die Verfahren von Bukovsky und Kennett 
tatsachlich beeindruckend sind, sind noch hohere FlieB- 
raten und niedrigere Drucke wunschenswert. Es ware 
besonders erwunscht, wenn hohere FlieBraten und nied- 
rigere Drucke ohne Entwicklung von neuen mobilen 
Phasen erreicht werden konnten. Weiterhin ist es wun- 
schenswert, fur Chromatographiesaulen feste stalionare 
Trager zu haben, die viele Male wiederverwendet wer- 
den kbnnen und im wesentlichen dieselbe FlieB- und 
Druckcharakteristik beibehaiten. Konventionelle Sau- 
lenfiitlung von HA ermbglicht frisch gefullten Bio-Gel® 
HT Sauien anfangs eine hohe FlieBrate bei niedrigen 
Driicken, aber nach sechs oder sieben Laufen muB die 
Saulenfiillung von dem Chromatographeur ersetzt wer- 
den, da die FlieBrate wesentlich abnimmt mit einem 
gleichzeitigen Anstieg des Druckabfalls. Dies ist in der 
Natur des Hydroxylapatits selbst begrundet; die hydra- 
tisierte Form hat die Formel Caio(P04)6(OH)2. Wenn die 
kristallinen Teilchen in konventioneiler Saulenfullungs- 
anordnung hydraiisieri werden, expandieren sie leichi. 

In konveniionell gefullten Sauien verursacht dies ein 
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Aneinanderreiben benachbarter Teilchen. Wenn die hy- guten Festigkett. Betspiele von offenbarten "Verdun- 

dratisierten kristallinen Teilchen emer typischen nungsteilchen" sind Kaolin. Talk, Siliciumdioxid. Bento- 

Phosphatpufferlosung ausgesetzt werden, verursacht nit und Vermikuiit. Die Pateniinhaber beschreiben diese 

das Phosphation eine Verdichtungdes HA Bettes. Diese 'VerdunnungsmitteF' ais inert, die keine Wirkung auf 

Expansion und Verdichtung sind schadiich fiir das Bett, 5 erne chromatographische Trennung haben, 

da ste ein Verstopfen durch feinsie Teilchen (Abrieb) In der Technik zur Herstellung von Verbundbahnen 

verursachen. Dies hat ublicherweise das Entfernen des werden Glas-, Polymer- und Cellulosefaser/Siliciumdio- 

alten HA Sauleneinsatzes und das Ersetzen durch einen xid Verbundbahnen unter Verwendung der Technoiogie 

neuen Einsaiz zur Folge, was Zeit kostet, indem zeitwei- der Papierherstellung produziert. Diese faserformigen 

seeinEinsatzauBerBetnebgenommen wird. ,0 Papiere werden bei ublichen Filtneranwendungen ein- 

Ein bis jetzt entwickeltes Verfahren, um em ahnhches gesetzt. Ahlstrom Filtration. Inc., Mt. Holly Springs, 

Problem des Verstopfens in der lonenaustauschchroma- Pennsylvanien, produziert solche Verbundbahnen nach 

tographie zu losen, ist die Verwendung von '"Volumen- in der Technik bekannten Verfahren. Die Verbundbah- 

ausgleichfritten" in den Einsatzen, Diese Technik wird in nen konnen aus einigen Arten von inerten Fasern und 

der US-PS 48 71 463 (erteilt an Taylor und Rogler- 15 adsorbterenden Teilchen bis 98 Prozent Retention ge- 

Brown, ubertragen auf Sepratech. Carlsbad. Kalifor- macht werden. Verbundbahnen konnen zwischen 40 

men) beschneben. Die Patentinhaber beschreiben die und 90 Gewichtsprozent adsorbierende Teilchen ent- 

Verwendung von Volumenausgleichfritten, die sich aus- halten unter Beibehaltung emer guten Trockenfestig- 

dehnen und zusammenziehen, wenn die emgefullten lo- keit. Die NaBfestigkeit ist schlecht, wenn mcht Binde- 

nenaustauschharzteilchen das Volumen andern, wenn 20 mittel zu der Verbundbahn zugegeben werden. HA ist 

sie Losungen unterschiedlicher ph-Werie und lonen- nicht m Verbundbahnen als absorbierende Teilchen ver- 

starke ausgesetzt werden. Das Patent beansprucht auch wendet worden. 

die Verwendung eines Stromverteilers, der den Strom Bei der Suche nach Verfahren zum Erreichen ernes 

uber den gesamten Querschnitt der festen stationaren gleichmaBigen FlieBens quer durch Saulen von prapara- 

Phase verteilt, und eines Stromsammlers, der den Strom 25 tiver GroBe sind Verbundbahnen in einer spiralgewik- 

uber den gesamten Querschnitt der festen stationaren kelten Form verwendet worden (US-PS 47 43 373 von 

Phase sammelt. Rai et al.). Dieses Patent beschreibt eine "queilbare Ma- 

Verbundbahnen sind entwickelt worden. die aus ver- trix in Bahnform" mit "Abstandsmitteln zwischen jeder 

schiedenen Matenalien emschlieBlich Polytetrafluoret- Schicht" der spiralgewickehen Bahnen, um em gesteuer- 

hyien (PTFE) hergestelit sind, m die verschiedene teii- 30 tes Queilen der quellbaren Matrix zu ermoglichen. Dies 

chenformige Stoffe perm.anenr em.gelagert s\nd. Zum kann als erne Variation m der Struktur der Volumen 

Beispiel beschreiben die Erfinder in der US-PS ausgleichsfritten" des spateren. oben beschriebenen 

44 60 642 (erteilt an Errede et aL ubertragen auf Minne- Tayler/Rogler-Brown erteilten Patents eingeordnet 

sota Mining and Manufacturing Company, St. Paul. Mm- werden. Rai et al. geben fur ihre feste stationare Phase 

nesota) wasserquellbare Verbundbahnen, die Fibrillen 35 an, daB sie eine gieichmaBige Verteilung des Probenflus- 

aus PTFE enthalten. in die aus Partikeln bestehende ses schafft ohne ein Ansteigen des Druckabfalls vergh- 

Stoffe, wie z. B. Bio-Rad Kationenaustauscherharze, chen mit einer stationaren Phase, die keine Abstandshal- 

dauerhafi emgelagert sind. Die Patentinhaber offenba- ler verwendet. 

ren, daB diese Verbundbahnen fur die Gasphasen- Oder Bis jetzt ist kem System entwickelt worden zur 

Flussigphasenchromatographie geeignet sind wegen ih- 40 schnelien Trennung von Protemen von Aszitesfluids oh- 

rer porbsen Natur und der sehr gleichmaBigen Vertei- ne die Verwendung von Volumenausgleichsfritten oder 

lung des Substrates, was die "Kanalbildung" verhindert. Abstandsmitteln zwischen porosen, im wesentlichen 

ledoch nicht den spiralformigen FluB zwischen den nicht quellbaren, spiralgewickehen oder um einen Kern 

Membranen verhmdert, wenn die Raume zwischen den gewickelten, oder einzelnen oder mehrfach geschichte- 

Membranen nicht zu klein sind. Die adsorbierenden 45 ten chromatographischen Medien und ohne Anderung 

Teilchen sind durchgehend in die PTFE Fibrillen emge- der FlieBrate oder des Druckabfalls. unter Verwendung 

!agert. so daB im wesentlichen alle Teilchen in den Fi- der HA Adsorptionstechniken. 

brillen enthalten sind und mcht im feuchten oder trocke- Es ist nun gefunden worden, daB eine Trennung der 

nen Zustand abrutschen, PTFE 1st an der Oberfiache der Proteine von anderen Moiekulen mit hoher. konstanter 

Vc-bundbaHnen anweserd D = e adsorbice^der ^e'- ■■ K^Ddz iai "r-itte's :M A db'^rptiuribc^^rurritiiugraphie e-- 

chen smd mcht an der Oberfiache des Komposits. son- reicht werden kann. wenn kristallme HA Terlchen ver- 

dern smd stark empelagert m den zahen PTFE Fibrillen wendet werden. die permanent m etner norb<;en im we- 

r > ^esieh? udHe'" «.a'if^i eii^'-r* I ^,dn«.e, id3 ^Je'" ^r*!'* hent( »r iii^heri mcht quri^iibaren Bann eingeiageri smd. onne 

mige Stoff abrutscht. Die fibnllierte PTFE Oberfiache die Verwendung von oder mit nur etwas Volumenaus- 

wird mcht durch andere Matenaiien hanend gemacnt. 55 gtetcn. Der hier verwendete Begntf im wesentlichen 

da angegeben wird, daB sie nicht adsorbierend und mcht mcht queilbare Bahn" bedeutet, dafl die Bahnen im trok- 

^cr.etz: ^e. als F<jlgc thrcr urigcwolui'iKli incdngcn kcncii Zusund wirksam uichi gepackt sind in den hier 

Oberflachenspannung trotz der Tatsache, daB die Kom- verwendeten Einsatzen und dann leicht queilen. um sich 

posits dieser Matenalien sehr hydrophi! sem konnen. den mneren Konturen des Einsatzes anzupassen. Die 

Die Patentinhaber offenbaren mcht die Verwendung (,0 Bahnen konnen sich dann leicht zuruck verdichten auf 

von HA. Die Patentinhaber offenbaren jedoch. daB m ihren ursprunglichen trockenen, wirksam gepackien Zu- 

stark wasserquellbaren Verbundbahnen die Verbund- stand, wenn sie mit den hierm beschriebenen Pufferlo- 

bahnen steifer und wemger flexibel als diejenigen smd, sungen m Kontakt gebracht werden. 

die wemger queilen. Sie schlagen die Zugabe von bis zu Em Vorteil dieser Anordnung 1st die groBe Erniedri- 

70 Gew.-%, bezogen auf den teiichenformigen Stoff. 65 gung des Druckes. der erforderlich ist, um die Proben 

eines mcht oder leicht wasserquellbaren teilchenformi- durch den Einsatz zu driicken. Typischerweise wird nur 

gen Stoffs vor. um den Komposits eine groBere Flexibi- eine Spritze benotigt. Ein anderer Vorteil ist, daB anders 

litat und Weichheit zu verleihen unter Beibehaltung der als die sechs oder sieben Laufe je Einsatz, wie bei den 
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konventionell mit einem Beti gefiiilten Saulen moghch 
smd, die V'erwendung der in einem Material, wie z. B, 
Polytetrafluorethylen (PTFE) oder Glasfasern, dauer- 
haft eingelagerten HA Teilchen zigfache Laufe je Ein- 
satz eriaubt. Auch erlauben die nicht benetzbaren Ober- 
flacheneigenschaften von PTFE. daB die ganze Oberfla- 
che einer Verbundbahn dem in eine chromatographi- 
sche Einnchtung hereinkommenden ProbenfluQ ausge- 
setzt ist, wodurch die FlieBkapazitat bis zu einem Punki 
erhbht wird, bei dem Liter einer Probe in emem Bruch- 
teil der Zeit der mil einem konventionell HA*Beit ge- 
fullien Saulen verarbeitet werden konnen. Und viel- 
leicht am wichtigsten ist, daB die porose, im wesenth- 
chen nicht quellbaren Bahn die HA Teilchen in einer 
solchen Weise hydrattsieren und dehydratisieren laflt, 
daB kem Abrieb erzeugt wird. und daB der Oberflachen- 
bereich der Teilchen fiir den Kontaki mit der herein- 
kommenden, die monoklonalen und polyklonaien Anti- 
korper enthaltenden Probe konstant gehalten wird. 

Weitere Verbesserungen, Vorteile, Ausfuhrungsfor- 
men und Gesichtspunkte der Erfindung werden aus der 
folgenden Beschreibung ersichtlich. 

Fig. 1 ist em partieller Schnitt eines Seitennsses einer 
Ausfiihrungsform des erfindungemaBen chromatogra- 
phischen Einsatzes; 

Fig. 2 ist eine vergroflerte Querschnittsansicht ent- 
lang der Lime 2-2 m Fig. 1; 

Fig. 3 isi eine auseinander gezogene perspektivische 
Ansicht aller Teile des m Fig. 1 gezeigten chromatogra- 
phischen Einsatzes; 

Fig, 4 ist eine vergroBerte Querschnittsansicht ent- 
lang der Lime 4-4 in Fig. 1; 

Fig. 5 !st em partieller Schnitt eines Seitennsses einer 
anderen Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen 
chromatographischen Einsatzes; 

Fig. 6 ist eine auseinander gezogene perspektivische 
Ansicht aller Teile des in Fig. 5 gezeigten chromatogra- 
phischen Einsatzes; 

Fig. 7 ist eine Ansicht der Stromverteilungs-oder des 
Stromsammelgitters, das auf die inneren Flachen des in 
Fig. 5 und Fig. 6 gezeigten chromatographischen Ein- 
satzes emgedruckt ist; 

Fig. 8 ist em in Beispiel 1 erhaltenes Chromato- 
gramm: 

Fig, 9 ist ein m Beispiel 2 erhaltenes Chromato- 
gramm; 

Fig. 10 ist ein in Beispiel 3 erhaltenes Chromato- 
gramm. 

Die folgenden Definitionen werden zum vollsiandi- 
gen Verstandnis der Erfindung gegeben und.wenn jeder 
unten beschriebene Begriff hier verwendet wird, ist die 
im folgenden gegebene Bedeutung gemeint: 

"Protein(e)" — biologische Molekule, die eine fortlau- 
fende ICette von Kohlenstoff- und Stickstoffatomen auf- 
weisen. die durch Peptidbindungen zwischen benach- 
barten Aminosauren miteinander verbunden sind, und 
alle primaren. sekundaren, tertiaren und quaternaren 
Strukturen dieser Molekule: 

"Einfache Proteine" — Proteine, die keine nichtprotei- 
nische prosthetische Gruppe emschheBen, zum Beispiel 
Albumin und Transferrin; 

"Komplexe Proteine" — antikorperahnliche Protein- 
konjugate. in denen wenigstens zwei Proteine unter Bil- 
dung eines biologisch aktiven Komplexes verbunden 
smd; ebenso Proteine, die eine nichtproteinische prost- 
hetische Gruppe einschlieBen, die Coenzyme, wie z. B. 
F!avine und Pyridinnukleotide, ebenso wie Lipide und 
Polysaccharide umfassen konnen; 
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"Aniikorper" ~ wie er hier verwendet wird, soli die- 
ser Begnff spezielle Gammaglobuline (in der Regei) 
oder Betaglobuline (geiegentlich) umfassen, die in emem 
lebenden Korper gegen und als Ergebnis der Stimuiie- 

5 rung durch spezifische Aniigene gebildet wurden. Der 
Begriff soil "schwere" und "leichte" Ketten von Antikor- 
pern. Fragmente solcher Keiien und Komplexe zwi- 
schen Kettenfragmenten, Ketten und Antikorpern ein- 
schlieBen — er schlieBi IgM. [gA. IgG. IgD und IgE von 

10 Immunoglobulinen ein und alle Allotypen und Idiotypen 
von. aber nicht darauf eingeschrankt. Mensch-. Mause-, 
Ziegen-, Rinderoder Kaninchenspezien; 

"Chromatographischer Apparaf* und "chromatogra- 
phtsche Vornchtung" — jeder Apparat oder jede Zu- 

15 sammensetzung von Einzelelementen (einschlieBlich 
herkommliche chromatographische Saulen), der bzw. 
die Molekule auf Grund unterschiedlicher physikali- 
scher, chemischer oder strukiureller Eigenschaften 
trenni; 

20 "Chromatographisches Medium" und "chromatogra- 
phisches TrennmitteT — wie er hier verwendet wird, 
bedeutet dieser Begriff das latsachliche chromaiogra- 
phisch aktive Element in einem chromatographischen 
Apparat oder einer chromatographischen Vorrichtung, 

25 d. h. das Element, das die Aufteilung der Molekule auf 
Grund der unterschiedlichen physikalichen, chemischen 
Oder strukturellen Eigenschaften bewirkt; 

"pH-Puffer" — eine Flussigkeit, die den pH des chro- 
matographischen Trennmittels oder des chromatogra- 

30 phischen Mediums "im Gleichgewicht halt"; 

"Hydratisierte kristalline Hydroxylapatitteilchen" — 
Hydroxylapatit, der in seiner im wesentlichen knstalli- 
nen Form vorliegt. der zu jedem moglichen Grad der 
Hydrataiion hydratisiert ist und eine TeilchengroBe im 

35 Bereich von etwa 1 bis etwa 300 Mikrometern hat; 

"Feste stationare Phase" — ein chromatographisches 
Medium, durch das eine mobile Phase lauft; 

"Dauerhaft eingeschlossen". "dauerhaft eingelagert" 
und "dauerhaft immobilisiert" — wie sie hier verwendet 

40 werden. beziehen sich diese Begriffe auf Teilchen, die 
ihre physikalische Form und GroBe, nicht aber ihre 
raumliche Lage innerhalb emer porbsen, im wesentli- 
chen nicht quellbaren Bahn andern konnen. wodurch ein 
wesentliches Rutschen der Teilchen und die Bildung von 

45 Abneb als Folge des Aneinanderreibens verhindert 
wird, und die physikalisch und/oder chemisch innerhatb 
der Bahn gehalten werden; 

"Porbse. im wesentlichen nicht quellbare Bahn" — w^ie 
er hier verwendet wird, bezieht sich dieser Begriff auf 

50 eine Materialbahn mit einer Dicke in Bereich von etwa 
0,0127 bis etwa 0,635 cm (0.005 bis 0,25 inch), die eine 
PorengrbBe im Bereich von etwa 0.2 bis etwa 15 Mikro- 
metern haben; 

"Monoklonale Antikbrper" — wie er hier verwendet 

55 wird, bezieht sich dieser Begriff auf hoch spezifische 
Antikbrper, die durch klonierte Zellen einer einzigen 
Hybrid-Zelle. dem Fusionsprodukt einer Antikbrper 
produzierenden Lymphocyten-Zelle und einer immorta- 
len, malignen Lymphocyten-Zelle, Beispiele sind IgM, 

60 IgG Monoklonate, gebildet wurden; 

"Phosphatgradient" — dieser Begriff bezieht sich auf 
Eluierungsverfahren, bet denen die Konzentration der 
Phosphationen graduell erniedrigt oder erhbht wird, um 
gebundenes Protem von den Hydroxylapatitteilchen zu 

65 eluieren. 

Es wird nun auf die Zeichnung Bezug genommen. Die 
in f^g- ^ gezeigte Ansicht zeigt viele der Einzelteile des 
Chromatographieemsatzes einer Ausfiihrungsform in 
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/usammengebautcr Form. Drucke von 6.89 bar(100 psi) ten Ausfuhrungsform ersetzt ist. Ebenfails gezeigt m 

Oder weniger und 3,445 bar (50 psi) oder weniger sind Fig. 2 ist die porose zentrale Stutze 40. 

fur atle Ausfuhrungsformen bevorzugi. Die Hbhe des Die porose. im wesentlichen nicht quellbare. spiralge- 

Druckes wird wesentlich niednger ais etwa ), 72 bar wickelte oder urn einen Kern gewickelte Bahn 60 tst mit 

(25 psi). am emen Einsatz mit konstanter Kapazitat in 5 hydratisierten knstalhnen Hydroxylapatitteilchen 62. 

der bevorzugten erfindungsgemaBen Ausfuhrungsform die m ihr dauerhaft eingelagert smd, gezeigt. Die GroDe 

auf rechi zu erhalten. Der zusammengebaute Chromato- der Hydroxylapatitteilchen ist nicht kntisch und kann im 

graphieeinsatz 25 umfaBt eine EinlaBduse I, eine Aus- Bereich von etwa 1 bis etwa 300 Mikromeiern liegen. 

laBduse 2, einen ringformigen Behalter 3, emen Strom- Bevorzugt ist jedoch em Hydroxylapatit von DNA- 

verteiler 5. eine EinlaQdichtung 10 und eine AuslaOdich- 10 Qualitat, der eine durchschnittiiche TeilchengroBe im 

rung 15. Die Ausfuhrungsform des tn Fig. 1 gezeigten Bereich von etwa 48 bis etwa 52 Mikromeiern und erne 

zusammengebauten Chromaiographiesauieneinsaizes TeilchengroBeverteilung im Bereich von etwa 15 bis 

weist ferner eine ringformige Volumenausgleichsfntte etwa 60 Mikrometern hat. Die erfindungsgemaB ver- 

30, eine zentrale Stutze Oder eine zylindrischeVolumen- wendeten Bahnen haben eine PorengroBe im Bereich 

ausgleichsfntte 40, eine spiralgewickelte oder urn einen 1 5 von etwa 0,2 bis etwa 1 5 Mikrometern und smd befeuch- 

Kern gewickelte, porose, im wesentlichen nichi quellba- tet, so daB der kristalline Hydroxylapatit hydratisiert ist. 

re Bahn 60 auf. die dauerhaft eingelagerte hydratisierte, Die Bahnen werden auch mit einem pH-Puffer equili- 

kristalline Hydroxylapatitteilchen 62 enthalt. Fig. 1 briert. dessen pH im Bereich von etwa 5,5 bis etwa 10 

/eigt auch den EinlaBstrom 20, der durch die EiniaBdiise und dessen Phosphatkonzentration im Bereich von etwa 

I und den Stromverteiler 5 lauft unter Bildung einer :o O.OOl bis etwa 0,45 M liegt. 

Vielzahl von den zu reinigenden Antikorper enthalten- Fig. 3 zeigt eine ausemander gezogene perspektivi- 

de Losungsstrome. Die EinlaBdichtung 10 hindert die sche Ansichi aller Teile einer Ausfuhrungsform ernes 

einflieBende Probe 20 daran, die Saule 25 direkt durch erfindunggemaBen chromatographischen Einsaizappa- 

die zentrale Stutze 40 zu passieren. Die EinlaBdichtung rates. Die EinlaBduse 1 ist mit einem Stromungsverteiler 

10 m Zusammenarbeit mit dem Stromverteiler 5 zwingt 25 5 verbunden. Die ringformige Volumenausgleichsfntte 

den FluB zur ringformigen Volumenausgleichsfntte 30. 30 1st koaxial mnerhalb des ringformigen Behalters 3 

In der bevorzugten erfindungsgemaBen Ausfuh- angeordnet gezeigt. Die EinlaBduse verbindet zu einem 

rungsform 1st die nngformige Volumenausgleichsfntte Ende des Behalters 3. wahrend die AuslaBduse 2 mit 

30 durch mehr spiralgewickelte oder um emen Kern dem entgegengesetzten Ende des ringformigen BehaK 

gewickelte, porose. mchtquellbare Verbundbahn 60 und 30 ters 3 m Verbindung steht. Die ringformige Voiumen- 

eine dunne Schicht einer starren porosen Fntte oder ausgletchsfntte 30. die aus extra Windungen emer poro- 

(jitters ersetzt. In beiden Anordnungen kommt die ein- sen, spiralgewickelten Bahn in der bevorzugten .Ausfuh- 

flteBende Probe, nachdem sie den Stromverteiler 5 pas- rungsform besteht, 1st koaxial mnerhalb des rmgformi- 

siert hat und in die ringformige Fritte 30 kommt, mit der gen Behalters angeordnet gezeigt. Die spiralgewickelte 

auBersten Flache 61 der spiralgewickelten oder um ei- 35 oder um einen Kern gewickelte Bahn 60 ist mnerhalb 

nen Kern gewickelten Bahn 60 in Kontakt und bedeckt der nngformigen Volumenausgleichsfntte 30 angeord- 

diese Flache vollstandig. Dies 1st darauf zuruckzufuhren. net. Die ringformige Volumenausgleichsfntte 30 kann 

daB die Bahn selbst emen genngen Differenzdruck zwi- durch eine dunne Schicht von starrem Polypropyien er- 

schen ihren Flachen hat. Nachdem das Probenfluid mit setzt sein. Fig. 3 zeigt ferner die porose zentrale Stiitze 

der auBersten Flache 61 der spiralgewickelten oder um 40 40, EinlaBdichtung 10 und AuslaBdichtung 15. Die Dich- 

emen Kern gewickelten Bahn 60 m Kontakt kommt. tungen 10 und 1 5 konnen aus einem merten. nicht poro- 

flieBi es durch die Schichten der Bahn 60 m einer Kom- sen Matenal. z.B. Polyethyien oder Naturkautschuk. 

bmation von axialen und radial nach innen gerichteten hergestellt sein. 

Stromen, bis es die porose zentrale Stutze 40 erretcht. Fig. 4 zeigt erne vergroBerte Querschnittsansicht ent^ 

auf die die Bahn 60 gewickelt 1st. Die Bahn 60 kann nach 4S iang der Lime 4-4 von Fig. 1. Diese Ansicht zeigt den 

in der Technik gut bekannten Verfahren an der porosen Stromverteiler 5 und die EinlaBdichtung 10. Der Vertei- 

/enrralen Stutze 40 befestigt sem, obwohi dies nicht ler 5 und die nicht gezeigte EinlaBduse sind an die Ein- 

erforderlich ist. Die porose zentrale Stutze 40 kann aus taBdichtung 10 geklebt oder anders verbunden. 

ledem porosen Material hergestellt sem. das bezuglich Die EinlaB- und Auslafldusen. der ringformige Behal- 

ripr Prr^be nnri den ZU ^•e'■^vender^de^ Elu^rorsfluids •r.c'-* -r L-^c- \'ersch! j>ie k^'nrien d--. jede-^ \faie-: 

i^t. Vorzugsweise 1st die Stutze 40 poroses Polvpropvlen al hergestellt sein. das bezuglich der Pmbenlosungen 

in der bevorzugten .Ausfuhrungsform, bei der kein nn^- und der Elutionslosuni?en inert >s\ bei den am rhmm?]. 

' ■':r'?i:^er V C'lumenausgleich verwendet Acrdcn aiuLi .1!- '« -gr^iph les^ . f ir-fiei'^^diz dr:gev»r andten Drucker. ^r.j 

ternativ kann die porose zentrale Stutze 40 aus Zellulo- Temperaturen. Ein bevorzugtes Material isi em Kunst- 

.cf.ltermatenal hergesicili ^em. In beiden Fallen dieni S5 stoff material, wie / B Poiveinyten. Poiypropylen oder 

die Stutze 40 als em rudimentares Volumenausgleichs- Polycarbonat. 

^'»*e' Da^ Pr-obcnf!u:d HicBt dann von der porosen zen Die mi Fig. 5 dargcstellie .Ansichi zeigt einige der Be- 

tralen Stutze zur und durch die AuslaBduse 2. Die Aus- standieile des Chromatographieemsatzes einer zweiten 

ijBduse 2 hat erne ihr zugehonge AuBen- Luer- Ver- Ausfuhrungsform in zusamimengebautem Zustand. Die 

schluBverbindung 7 in der bevorzugten .\usfuhrungs- Hohe aes Druckes wird im wesentlichen kleiner als etwa 

form, in diesem Fall emen .AuBen-Luer- VerschluB mit 1,72 bar (25 psi) sein, um einen Einsatz mit konstanter 

GewmdeS. Kapazitat bei der zweiten bevorzugten erfmdungsge- 

Fig. 2 1st eine vergroBerte Querschnittsansicht einer maBen Ausfuhrungsform zu erhalten. Der zusammenge- 

Ausfuhrungsform entlang der Linie 2-2 von Fig. 1. Der baute Chromatographieeinsatz 125 weist eme EinlaBdu- 

Chromatographieeinsatz 25 1st gezeigt mit einem ring- o5 se 101. eine AuslaBduse 102. einen ringformigen Behal- 

formigen Behalter 3. emer ringformigen Volumenaus- ter 103. emen Stromverteiler 104 und emen Strom- 

gleichsfritte 30, die durch mehr spiralgewickelte oder sammler 105 auf. Die in Fig. 5 gezeigte Ausfuhrungs- 

um einen Kern gewickelte Bahnen 60 in der bevorzug- form des zusammengebauten Chromatographieeinsat- 
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/.es umfaBt auch eine etnzeine oder geschichiete porose, 
im wesenthchen nicht quellbare Bahn 106, die hydran- 
sierie. knstailine Hydroxylapaltiteilchen 107. die in ihr 
dauerhaft eingelagert sind, enthali. 

Fig. 6 zeigi erne auseinander gezogene perspektivt- 
sche Ansicht aller Teile der zweiten Ausfuhrungsform. 
Die einzelne oder geschichtete porose, im weseniiichen 
nicht quellbare Bahn ist zwischen dem oberen Teil des 
nngformigen Behalters 126 und dem unteren Teii des 
rmgformigen Behalters 127 angeordnei. 

Fig. 7 ist eine Ansicht, die die auf den Oberflachen des 
Siromverteilers 104 und des Siromsammlers 105 gefun- 
denen Stromungskanale zeigt. 

Bei der Durchfiihrung des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens schlieBt ein bevorzugtes Verfahren zur Tren- 
nung komplexer Protetne aus einer Probe foigende 
Schnite ein: 

a) in einer chromaiographischen Vornchtung wird 
in Anwesenheii eines pH-Puffers eine Flussigkeit, 
die komplexe Proteine enthalt, mit einem chroma- 
iographischen Medium zusammengebracht. das hy- 
dratisierie, knstalhne Hydroxylapatitteilchen em- 
halt, die emen anfanghchen zum Binden von kom- 
plexen Protemen verfugbaren Oberflachenbereich 
haben. wobei die Teilchen dauerhaft in einer im 
wesentiichen nicht quellbaren, porosen Bahn im- 
mobilisiert sind, die Bahn die hydratisierten, kristal- 
linen Hydroxylapatitteilchen in Wechselwirkung 
mit der Fliissigkeit treten laBt, so daQ die Kombma- 
tion von Oberflachenbereich mit gebundenem 
kompiexem Protein und von ungebundenem Ober- 
flachenbereich im wesentiichen gleich dem anfang- 
lichen Oberflachenbereich ist, wodurch sich erne 
Vielzahl von komplexes Protein/Hydroxylapatit- 
teiichen-lComplexen bildet, und 

b) die komplexen Proteine von den komplexes Pro- 
tein/ Hydroxy lapatitteilchen-Komple\en dissoziiert 
werden durch Zusammenbringen der Komplexe 
mit wenigstens einer Eluierungslosung, die mit et- 
wa derselben Rate durch das chromatographische 
Medium vom Begmn bis zum Ende der Dissozia- 
iion flieBt. 

Wie er hier verwendet wird, soil der Begnff "im we- 
sentiichen gleich dem", wenn er sich auf den anfangli- 
chen Oberflachenbereich der HA Teilchen bezieht, hei- 
13en. daB der entstandene HA Abrieb vernachlassigbar 
ist. Vorzugsweise wird die im wesentiichen nicht quell- 
bare, porose Bahn aus der aus Polytetrafluorethylen und 
Glasfaserpapier bestehenden Gruppe ausgewahlt und 
hat ein Format, das aus der aus spiralgewickelten, um 
einen Kern gewickelten, gefalteten und geschichteten 
Bahnen bestehenden Gruppe ausgewahlt ist; der Puffer 
hat einen pH im Bereich von etwa 5,5 bis etwa 10 und 
erne Phosphatkonzentration im Bereich von etwa 0,001 
bis etwa 0,10 M; und die die Proteine enihaltende Probe 
enthalt wenigstens eine Antikorperklasse, vorzugsweise 
monoklonal. Fachleute werden erkennen, dafl ' um einen 
Kern gewickelt" konzentnsche Kreisnnge des Bahnma- 
terials einschlieBt. 

In diesem Verfahren umfassen die hydratisierten, kri- 
stallinen Hydroxylapatitteilchen vorzugsweise wenig- 
stens etwa 40 Gewichtsprozent des chromatographi- 
schen Mediums und haben eine TeilchengroBevertei- 
lung im Bereich von etwa 15 bis etwa 60 Mikrometern. 
Besonders bevorzugt ist der Fall, in dem die hydratisier- 
ten. kristallinen Hydroxylapatitteilchen wenigstens et- 
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wa 75 Gewichtsprozent des chromaiographischen Me- 
diums umfassen und eine TeilchengroBeverteilung im 
Bereich von etwa 1 5 bis etwa bO Mikrometern haben. 

Die Eluierungslosung umfaBt emen Phosphatgradien- 
5 ten mit ansieigender Phosphatkonzentration mit vor- 
zugsweise einer Endkonzentration von wenigstens etwa 
0.14 M. bevorzugter von wenigstens etwa 0,45 M. 

Wie er hier verwendet wird, bedeutet der Begnff "an- 
fanglichen zum Binden ...» verfugbaren Oberflachenbe- 

10 reich" den Oberflachenbereich, der annahernd notwen- 
dig tst, um die Trennung zu bewirken, von dem ange- 
nommen wird. daB er Fachleuten bekannt ist, typische 
Zusammensetzungen der Bahn werden m den Beispie- 
ien gezeigt. 

15 AuBerdem bedeutet der Begriff "etwa derselben Ra- 
te", wenn er sich auf die Flieflrate bezieht. daB die FlieB- 
rate wahrend der Trennung vernachlassigbar abnimmt 
mit entsprechend kleiner Anderung im Druck. Der Be- 
gnff "im wesentiichen keine Anderung im Druckabfall" 

20 hat eine ahnliche Bedeutung, wenn er hier verw^endet 
wird. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung na- 
her. 

25 Beispiel 

Ein Chromatographieeinsatz, der 80 cm' Polytetra- 
fluorethylenhydraitsiertes, kristallines Hydroxy lapatit 
(PTFE-HA) Verbundbahn enthielt, die 20 Gewichtspro- 

30 zent PTFE und 80 Gewichtsprozent HA enthielt, wobei 
das HA aus 72 Gewichtsprozent Bio-Gel HTP mil 
DNA-Qualitat und 28 Gewichtsprozent Bio-Gel HTP 
zusammengesetzt war. wurde gemaB Fig. 1 zusammen- 
gebaut. Der Einsatz wurde mit einem Gradienten-Flus- 

35 sigkeitschromatographiesystem verbunden und bei ei- 
ner FlieBrate von 1.0 ml pro Minute zunachst mit 0.40 M 
Natriumphosphatpuffer, pH 6.8 (B), dann mit 0,01 M Na- 
triumphosphatpuffer, pH 6,8 (A) equilibriert. Die Pumpe 
des Chromatographiesystems wurde gestoppt und 250 

40 Mikroliter einer Mischung von einfachen Proieinen. die 
aus jeweils 1 mg von Rinderserumalbumm, Lysozym 
und Pferdecytochrom C in (A) bestand, wurden in die 
Vornchtung durch ein Dreiwege-Luer- Ventil unter Ver- 
wendung einer 1 ml Spritze eingebracht. Die Pumpe 

45 wurde angesiellt und em 30 Minuten konkaver Gradient 
von (A) nach (B) wurde zu dem Einsatz gefordert. Das 
Einsatzeluat wurde bei einer ultravioletien Wellenlange 
von 280 Nanometer uberwacht. Die drei einfachen Pro- 
teine eluierten von dem Einsatz innerhalb von 50 Minu- 

50 ten. wie in Fig. 8 gezeigt- 

Beispiel 2 

Ein Chromatographieeinsatz, der funf (5) Schichten 
55 von 25 mm Kreisen (24.5 cm^) von Poiytetrafluorethy- 
len-hydratisiertes. kristallines Hydroxylapatit (PTFE- 
HA) Verbundbahn enthielt, die 20 Gewichtsprozent 
PTFE und 80 Gewichtsprozent HA enthielt, in dem das 
HA aus 72 Gewichtsprozent Bio-Gel HTP mit DNA 
60 Qualitat und 28 Gewichtsprozent Bio-Gel HTP bestand, 
wurde gemaB Fig. 6 zusammengebaut. Der Einsatz wur- 
de mit einem Gradienten-Fliissigkeitschromatographie- 
system verbunden und bei einer FlieBrate von 1,0 ml pro 
Minute zuerst mit 0,40 M Natriumphosphatpuffer, pH 
65 6,8 (B), dann mit 0.01 M Natriumphosphatpuffer pH 6.8 
(A), equilibriert. Die Pumpe des Chromatographiesy- 
stems wurde gestoppt und 250 Mikroliter einer Mi- 
schung von einfachen Proteinen, die aus 2,5 mg Rinder- 
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serumalbumin. 2,0 mg Huhnerlysozym und 2,2 mg Pfer- 
decytochrom C in (A) bestand, wurden durch ein Drei- 
wege-Luer-Ventil unter Verwendung einer 1 ml Spritze 
in die Vornchtung eingebracht Die Pumpe wurde ange- 
steilt und em vierstufiger Gradient angewandt. Nach- 5 
dem kurz bei 0% B fortgesetzt wurde. war der erste 
Schritt 10% B, der zweite 21% B, der dritte 32% B und 
der vierte 68% B. Das Einsatzeluat wurde bei emer 
ultravioietten Wellenlange von 280 Nanometer iiber- 
wacht. Die drei einfachen Proteine eluierten von dem 10 
Einsatz, wie m Fig. 9 gezeigt. 

Beispiel 3 

Ein Chromatographieeinsatz der funf (5) Schichten 15 
von 25 mm Kreisen (24,5 cm^) aus Glasfaser-hydratisier- 
tes, knstallines Hydroxylapatit (GF-HA) Verbundbahn 
enthielt die 50 Gewichtsprozent Glasfasern und 50 Ge- 
wichtsprozent HA enthielt, in dem das HA aus 100% 
Bio-Gei HTP mit DNA-Qualitat besiand, wurde gemaC 20 
Fig. 6 zusammengebaut, Der Emsatz war mit einem 
Gradienten-Flussigkeitschromatographiesystem ver- 
bunden und wurde bei einer FlieBraie von 1,0 ml pro 
Mmute zuerst mil 0,40 M Natriumphosphaipuffer, pH 
6.8 (B), dann mit 0,01 M Natriumphosphatpuffer, pH 6,8 25 
(A),equilibnert. Die Pumpe des Chromatographiesy- 
stems wurde abgestellt und 250 Mikroliter einer Mi- 
schung von einfachen Proteinen, die aus 2.5 mg Rinder- 
serumalbumin, 2,0 mg Huhnerlysozym und 2,2 mg Pfer- 
decyiochrom C m (A) bestand, wurden der Vorrichtung 30 
tjber em Dreiwege-Luer- Ventil unter Verw^endung ei- 
ner 1 ml Spritze zugefUhrt. Die Pumpe wurde angestellt 
und ein dreistufiger Gradient angewendet. Nachdem 
kurz bei 0% B fortgesetzt wurde, war der erste Schritt 
15% B, der zweiie 34% B und der dritte 68% B. Das 35 
Einsatzeluat wurde bei einer ultravioietten Wellenlange 
von 280 Nanometer uberwacht. Die drei einfachen Pro- 
teine eluierten aus dem Einsatz, wie in Fig. 10 gezeigt. 

Beispiei 4 40 

Ein Chromatographieeinsatz, der drei (3) Schichten 
von 47 mm Kreisen (477 cm"^) aus Polytetrafluorethy- 
ienhydratisiertes, kristallines Hydroxylapatit (PTFE- 
HA) Verbundbahn enthielt, die 20 Gewichtsprozent 4s 
PTFE und 80 Gewichtsprozent HA enthielt, in dem das 
HA aus 72 Gewichtsprozent Bio-Gel HTP von DNA 
Qualitat und 28 Gewichtsprozent Bio-Gel HTP bestand. 
wurde gemaQ Fig. 6 zusammengebaut und mit der Aus- 
^ jTigsletlucg Drucknie^iCb c b'jn Je'i 

Druckmesser war mtt einer penstalnschen Pumpe ver- 
hunden und die Pumoe war mit emem Reservoir vnn 
0,01 \1 Natriumphosphaipuffer, pH \ erDundep.. Der 
AuslaB des Einsatzes war mit einem kalibnerten Durch- 
Tiuiimesser verbunden. um die FheQrate zu uberwachen. 55 
Der Druck am Kopf war annahernd 1.08 bar (15,6 psi) 
bci 3 fill pro Minute ohne Nachweis vun Abr lebbiidung, 
wie sie sich durch einen Anstieg des Druckes am Kopf 
Oder eine Abnahme der FlieBrate gezeigt hatte. 

Beisptei 5 

Der Chromatographieeinsatz in Beispiel 4 wurde mil 
der Ausgangsleitung eines Druckmessers verbunden. 
Der Druckmesser wurde mit einer peristaltischen Pum- 65 
pe verbunden, und die Pumpe wurde mit emem Reser- 
voir von 8 M Harnstoff, O.Ot M Natriumphosphatpuffer, 
pH 6,8, verbunden. Der AuslaB des Einsatzes wurde mit 
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einem kalibrierten DurchfluBmesser verbunden, um die 
FlieBrate zu uberwachen. Der Druck am Kopf betrug 
annahernd 1,52 bar (22,1 psi) bei 3 ml pro Minute mit 
einer ahnlichen Leistung bezuglich Druck und FluB wie 
in Beispiel 4. 

Beisptei 6 

Ein Chromatographieeinsatz, der drei (3) Schichten 
von 47 mm Kreisen (47,7 cm') aus Glasfaser-hydratisier- 
tes knstallines Hydroxylapatit (GF-HA) Verbundbahn 
enthielt, die 50 Gewichtsprozent GF und 50 Gewichts- 
prozent HA enthielt, in dem das HA aus 100 Gewichts- 
prozent Bio-Gel HTP von DNA-Qualitat bestand, wur- 
de gemaQ Fig. 6 zusammengebaut und mit der Aus- 
gangsleitung eines Druckmessers verbunden. Der 
Druckmesser war mit emer peristaltischen Pumpe ver- 
bunden. und die Pumpe war mit emem Reservoir von 
0,01 M Natriumphosphatpuffer, pH 6.8, verbunden. Der 
AuslaB des Einsatzes war mit emem kalibrierten Durch- 
fluBmesser verbunden, um die FlieBrate zu uberwachen. 
Der Druck am Kopf betrug annahernd 0,34 bar (5 psi) 
bei 3 ml pro Minute ohne wesentliche Anderung der 
FlieBrate oder des Druckes am Kopf. 

Beispiei 7 

Der Chromatographieeinsatz in Beispiel 6 wurde mit 
der Ausgangsleitung ernes Druckmessers verbunden. 
Der Druckmesser war mit einer peristaltischen Pumpe 
verbunden, und die Pumpe war mit einem Reservoir von 
8 M Harnstoff. 0.01 M Natriumphosphatpuffer, pH 6,8, 
verbunden. Der AuslaB des Einsatzes war mit einem 
kalibrierten DurchfluBmesser verbunden, um die FlieB- 
rate zu uberwachen. Der Druck am Kopf betrug anna- 
hernd 0,34 bar (5 psi) bei 3 ml pro Minute wiederum 
ohne wesentliche Anderung des Druckes am Kopf oder 
der FlieBrate. 

Die vorstehende Beschreibung wurde hauptsachlich 
zur Eriauterung gegeben. Es ist fiir den Fachmann leicht 
zu sehen, daB weitere Modifikationen. Abanderungen 
und ahnliches bei den Materialien. Gestaltungen, An- 
ordnungen und Formen der verschiedenen Elemente 
der Struktur der Chromatographiesaule ohne Abwei- 
chung von Idee und Umfang der Erfindung moglich sind. 
Zum Beisptei kann em quadratischer oder rechteckiger 
Einsatz beim erfindungsgemaBen Verfahren verwendet 
werden. Andere pH-Puffer, wie z. B. Puffer auf Basis 
von Sulfat oder Carbonat. konnen fur bestimmte An- 

Tenfanspnirhe 

1 . Verfahren zur Trennung komplexer Proteine von 

einer Probe, bei dem 

a) in einer chromatographischen Vornchtung 
m Anwesenheit eines pH- Puffers eine Fiussig- 
keit, die komplexe Proteine enthalt. mit einem 
chromatographischen Medium zusammenge- 
bracht wird, das hydratisierte, kristalhne Hy- 
droxylapatitteiichen enthalt. die einen anfang- 
lichen zum Binden von komplexen Proteinen 
verfugbaren Oberflachenbereich haben, wobei 
die Teiichen dauerhaft in einer im wesentii- 
chen nicht quellbaren, porosen Bahn immobili- 
siert sind. die Bahn die hydratisierten. kristalli- 
nen Hydroxylapatitteilchen in Wechselwir- 
kung mit der Flussigkeit treten laBt, so daB die 
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Kombination vom Oberflachenbereich mit ge- 
bundenem komplexem Protein und von unge- 
bundenem Oberflachenbereich im wesentli- 
chen gleich dem anfingiichen Oberflachenbe- 
reich ist, wodurch sich eine Vielzahl von kom- 
plexes Protein/ Hydroxylapaiitteilchen-Kom- 
plexen bildet, und 

b) die komplexen Proteine von den komplexes 
Protein/ Hydroxylapatitteilchen- Komplexen 
dissoziiert werden durch Zusammenbringen 
der IComplexe mit wenigstens einer Eluie- 
rungslosung, die mit etwa derselben Rate 
durch das chromatographische Medium vom 
Begmn bis zum Ende der Dissoziation flieBt 

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die im we- 
sentlichen nicht quellbare, porose Bahn aus der aus 
Polyteirafluorethylen und Glasfaserpapier beste- 
henden Gruppe ausgewahlt ist, der pH-Puffer eines 
pH im Bereich von etwa 5,5 bis etwa 10 und eine 
Phosphatkonzentration im Bereich von etwa 0,001 
bis etwa 0,10 M hau und die Proteine wenigstens 
erne Antikorperklasse enthalten. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, bei dem wenigstens 
eine Antikorperklasse aus monoklonalen Anttkor- 
pern besteht. 

4- Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die hydrati- 
sierten, kristallinen Hydroxylapatitteilchen wenig- 
stens etwa 40 Gewichtsprozent des chromatogra- 
phischen Mediums umfassen und eine Teilchengro- 
Qeverteilung im Bereich von etwa 15 bis etwa 60 
Mikrometern haben. 

5. Verfahren nach Anspruch 1. bei dem wenigstens 
eine Eluierungslosung einen Phosphatgradjenten 
mit einer Endkonzentration von wenigstens etwa 
0.14 M umfaDt. 

6. Chromatographischer Apparat zur Reinigung 
von Antikorpern mit: 
emer EinlaBduse, 

einem Stromverteiler zur Aufnahme des Flusses 
von der EinlaBduse. 
emer EinlaQdichtung, 

emem spiralgewickellen oder um einen Kern ge- 
wickelten chromatographischen Trennmittel, das 
ringformig ist und eine innere und eine auBere zy- 
iindrische Oberfliche aufweist und das hydratisier- 
te, knstaJline Hydroxylapatitteilchen enihalt, die 
physikalisch in einer porbsen, im wesentlichen nicht 
quellbaren Bahn eingeschlossen sind, wobei die 
Tetlchen einen anfslnglichen zum Binden von mo- 
noklonalen Aniikdrpern verfugbaren Oberflachen- 
bereich haben, und die Bahn die Teilchen daran 
hindert, wihrend der Reinigung ihre raumliche La- 
ge innerhalb des spiralgewickelten oder um einen 
Kern gewickelten chromatographischen Trennmit- 
tels wesentlich zu andern, 

einer pordsen zentralenStiitze, um das das spiralge- 
wickelte oder um einen Kern gewickelte chromato- 
graphische Trennmittel gewickeit ist, 
einer AuslaBdichtung, 
einer AuslaBdiise und 
einem ringformigen Behalter zur axialen Verbin- 
dung von EinlaB- und AuslaBdiise, der eine innere 
ringformige Oberflache hat, die nichi in Kontakt 
mit der clufieren zylindrischen Oberflache des spi- 
ralgewickelten oder um einen Kern gewickelten 65 
chromatographischen Trennmittels steht, und der 
den Stromverteiler,die EinlaB- und AuslaQdichtun- 
gen. die porose, zentrale Stutze und das chromato- 
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graphische Trennmittel enihali. 

7. Apparat nach Anspruch 6. bei dem die porbse. im 
wesentlichen nicht quellbare Bahn Polyteirafluo- 
rethylen isi. 

8. Apparat nach Anspruch 7, bei dem die zentrale 
Stutze poroses Polypropylen ist. 

9. Apparat nach Anspruch 6, bei dem die hydrati- 
sierten, kristallinen Hydroxylapatitteilchen wenig- 
stens etwa 40 Gewichtsprozent des chromatogra- 
phischen Mediums umfassen und eine Teilchengro- 
Oeverteilung im Bereich von etwa 15 bis etwa 60 
Mikrometern haben. 

10. Apparat nach Anspruch 6, bei dem die hydraii- 
sierten, kristallinen Hydroxylapatitteilchen wenig- 
stens etwa 75 Gewichtsprozent des chromatogra- 
phischen Mediums umfassen und eine Teilchengro- 
Beverteiiung im Bereich von etwa 15 bis etwa 60 
Mikrometern haben. 
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